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Spektrometricno ugotavljanje antioksidativne sposobnosti
piperidinskih alkaloidov pri radikalskih reakcijah v celicah
govejih jeter
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Povzetek: Dandanes se zaradi njihovega zdravilnega ucinka pri mnogih skodljivih procesih v telesu,
vse bolj poudarja pomembnost uZivanja sadja, zelenjave in zaimb. Ena izmed pomembnih zdravilnih
rastlin je tudi ¢rni poprovec (Piper nigrum L.), katerega plodovi imajo veliko vlogo v prehrani. Poper
namrec vsebuje veliko antioksidantov, ki Ze v nizkih koncentracijah upocasnijo ali celo inhibirajo
Skodljivo delovanje radikalov in oksidacijske procese. Preucevanje snovi z antioksidativho sposob-
nostjo, ki so prisotne v vsakdanjem Zivljenju, ima pomembno vlogo, saj Stevilne Studije dokazujejo, da
imajo te snovi pozitiven ucinek pri preprecevanju in zdravljenju razlicnih bolezni. V raziskavi je bila z
metodo DPPH dolocena antioksidativna sposobnost piperina in ostalih piperidinskih alkaloidov v
nevtralizacijski reakciji DPPHe radikalov z antioksidantom. Reakcija je bila izvedena brez in ob prisot-
nosti govejih jeter, ki so bile uporabljene kot primer organa v telesu, zadolZzenega za razstrupljanje ter
potek Stevilnih reakcij pretvorb strupenih spojin. Antioksidativna sposobnost in razbarvanje DPPH
raztopine (indikator antioksidativne sposobnost), je bilo potrjeno pri vseh izvleckih poprov, tako brez
in ob dodatku jetrnega macerata, te vrednosti pa so se med seboj razlikovale.
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Teoretic¢ni uvod
Radikali

Celica je osnovna gradbena in funkcionalna
enota vseh Zivih organizmov, v kateri potekajo
Stevilne spontane in katalizirane reakcije. Te
predstavljajo sintezno pot nastajanja radikalov,
ki povzrocajo celicne poskodbe. V raziskavi je
bilo preucevano delovanje DPPHe radikala (2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil), ki je reagiral z donorjem
vodika — antioksidantom. Gre za stabilen radikal
(slika 1) z delokaliziranim in nesparjenim
elektronom, ki onemogoca dimerizacijo molekul,
kot je to pogosto pri ostalih radikalih (Lunec,
1990; Mravljak in Pecar, 2015).
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Slika 1: Formula molekule DPPHe radikala (vir:
Wikipedija).

Antioksidanti

Gre za reducente, ki v reakciji z radikalskimi
strukturami donirajo vodikov atom ali elektron.
Cilj tovrstnih reakcij je pretvorba reaktivnega ra-
dikala ali oksidanta v manj reaktiven radikal ozi-
roma nereaktiven produkt. Pri reakciji antioksi-
danta z radikalom vedno nastane stabilen radi-
kal, ki v sploSnem ni veC¢ sposoben nadaljevati
reakcije oksidacije. Antioksidativni ucinek je do-
lo¢en z vrsto antioksidanta, z njegovim meha-
nizmom delovanja, interakcijami z drugimi an-
tioksidanti, vnosom, odmerkom in presnovo
(Mravljak in Pecar, 2015). Dober antioksidant je
tisti, ki je ob pravem c¢asu na pravem mestu. Pri
raziskavi so bili glavni antioksidanti piperin in
zmes ostalih piperidinskih alkaloidov, izolirani iz
razlicnih vrst plodov ¢rnega poprovca (Piper ni-
grum L.) (Buettner idr., 1998).

Alkaloidi

Alkaloidi so Siroka skupina naravnih organskih
spojin, ki so zaradi dusikovega atoma v heteroci-
klu alkalni in imajo Ze v zelo majhnih odmerkih
pomembne bioloske ucinke na Zive organizme.
Najdemo jih predvsem v rastlinah, najpogosteje
v cvetocih. Alkaloidi so se izkazali s svojimi
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protivnetnimi in antikancerogenimi lastnostmi,
prav tako pa so znani kot analgetiki in lokalni an-
estetiki. Uporabni so kot prehranski dodatki, ne-
pogresljivi so v farmaciji in medicini ter v drugih
aplikacijah cloveskega Zivljenja. Kot maticne
spojine so alkaloidi pomembni v organski sintezi
za iskanje novih sinteticnih spojin z morebiti
boljSo biolosko aktivnostjo (Meghwal in Gos-
wami, 2013). Opisane znacilnosti veljajo tudi za
alkaloid piperin (slika 2) in ostale piperidinske
alkaloide, ki jih najdemo v vseh vrstah plodov
¢rnega poprovca (Groselj idr., 2019; Slapnicar in
Boh Podgornik, 2021).
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Slika 2: Formula molekule piperina (vir: Wiki-
pedija).

Crni poprovec (Piper nigrum L.)

V raziskovalni nalogi so bili kot rastlinski materi-
ali, iz katerih je bil izoliran piperin in ostali pi-
peridinski alkaloidi, uporabljene razlicne vrste
plodov ¢rnega poprovca. Gre za rastlino ovijalko,
s konicastim, podolgovatim in ozkim socvetjem,
ki nosi bele cvetove, iz katerih se razvijejo ja-
gode. Uporabljeni so bili ¢rni, beli in zeleni
plodovi érnega poprovca. Crni poper so cele ne-
dozorele poprove jagode, katere poberejo, ko
postanejo rumene s pomocjo tresenja in tep-
tanja. Beli poper pridobijo po obiranju zrelih ja-
god rdecih plodov, katere v nekaj korakih Se
obdelajo. Zeleni poper pa pridobivajo iz nedozo-
relih poprovih jagod, pri cemer posusene zelene
plodove mehansko obdelajo (Slapnicar idr.,
2021).

Namen in raziskovalna vprasanja

Namen raziskave je bil spektrometricno ugoto-
viti, kaksno antioksidativno sposobnost imajo pi-
peridinski alkaloidi iz treh razlicnih vrst plodov
¢rnega poprovca (Crni, beli in zeleni) pri
nevtralizaciji DPPHe radikalov brez prisotnosti
celic in v maceratu celic govejih jeter.

V raziskavi sta bili zastavljeni dve raziskovalni
vprasaniji:
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1) IzvleCek katere vrste plodov ¢rnega poprovca
(Piper nigrum L.) ima najvecjo antioksidativno
sposobnost? in

2) Kaksno antioksidativno sposobnost imajo izo-
lirani piperidinski alkaloidi plodov ¢rnega po-
provca (Piper nigrum L.) pri aplikaciji na macerat
jetrnih celic?

Doprinos prispevka k znanosti je prikaz analize
stanja antioksidativne sposobnost razlicnih vrst
plodov ¢rnega poprovca na standardnem vzorcu
in ob aplikaciji na jetrne celice, ki jih najdemo v
¢loveskem telesu.

Metoda raziskovanja
Vzorec

Vzorec za analizo so predstavljali izolati piperina
in ostalih piperidinskih alkaloidov treh wvrst
plodov ¢rnega poprovca (Crni, beli in zeleni),
standard piperina in celicni macerat govejih jeter
(vloga substrata). lzvlecki poprov so bili
kristalinicne oblike (zelene, beZ in temno zelene
barve), standard piperina pa je bil v obliki prahu
bele barve.

Opis instrumenta

Spektrometricne meritve absorbance raztopine
DPPH ob dodatku izvleckov poprov brez oziroma
s substratom, so bile izvedene s pomocjo
spektrometra (Go direct Spectrovis plus).

Potek raziskave

Raziskovanje je potekalo na osnovi razlicnih eks-
perimentalnih metod. Uporabljene so bile me-
tode izolacije piperidinskih alkaloidov iz ¢rnega,
zelenega in belega popra, metoda DPPH in
spektrometri¢cna metoda.

Podatki so bili statisticno analizirani s pro-
gramom Spectral Analysis. Izvedeni sta bili de-
skriptivna in inferenc¢na statisticna obdelava, s
katerima je bilo mogoce odgovoriti na zastavljeni
raziskovalni vprasaniji.

Rezultati z diskusijo

Rezultati raziskave spektrometricnega dolocanja
absorbance raztopine DPPH ob dodatku
izvleCkov poprov brez substrata kazejo, da ima
pri radikalski reakciji najvedjo antioksidativho
sposobnost izvleCek belega popra, kjer pride do
znizanja absorbance za 52,6 %. Sledi izvlecek
¢rnega popra z 49,5 % zniZanjem, nato raztopina
standardnega piperina z 43,3 % zniZzanjem in na-
zadnje Se izvlecek zelenega popra, kjer pride do
znizanja za 29,1 %. Ugotovljeno je bilo, da imajo
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pri radikalskih reakcijah razlicne vrste popra
razlicno antioksidativno sposobnost, najvecjo
ima beli poper, sledita ¢rni poper in standard pi-
perina, najmanjso antioksidativno sposobnost pa
ima zeleni poper. Enak postopek je bil izveden se
ob prisotnosti substrata. Rezultati kazejo, da ima
pri radikalskih reakcijah v celicah govejih jeter
najvecjo antioksidativno sposobnost-najvecji de-
leZ razbarvanja DPPH raztopine izvlecek belega
popra z zniZanjem absorbance za 34,2 %. Sledi
izvleCek ¢rnega popra z znizanjem za 16,8 %,
izvleCek zelenega popra z 12,2 %, medtem ko je
imela raztopina standardnega piperina
najmanjso  antioksidativno  sposobnost  z
znizanjem absorbance za 7,7 %. Povzeti je
mogoce, da imajo pri radikalskih reakcijah v ce-
licah govejih jeter izvlecki plodov ¢rnega po-
provca vecjo antioksidativno sposobnost, kot
standard piperina, kar je najverjetneje posledica
prisotnosti tudi drugih snovi (t.i. sekundarnih
metabolitov). Ugotovljeno je bilo, da imajo
plodovi razlicno antioksidativno sposobnost, kar
je lahko povezano 1z razlicno zrelostjo in
obdelavo plodov, ki vpliva na vsebnost sekun-
darnih metabolitov in ostalih antioksidantov.
Podatki o izmerjenih absorbancah so zapisani v
preglednici 1.

Preglednica 1: Meritve absorbance pri raztopini standardnega
piperina in izvleckih razliénih vrst plodov ¢rnega poprovca brez
oziroma s substratom jetrnega macerata.

jetrni
Vrstap. m. Al A2 A3 A4 A5 AOPI AOP2 AOP3 AOP4 AOPS
C‘ru.ip. da 0,607 0,611 0,604 0,608 0,62 1841 174 12,5 185 17
Belip. da 0,483 0,487 0,481 0,478 0,48 35,08 342 303 359 3536
Zelenip. da 0.64 0,646 0,641 0,643 0,64 1398 12,7 7,1 13,8 13,09
Standard da 0,678 0,675 0,672 0,679 0,68 8,87 878 261 898 877
DPPH da 0,744 0,74 0,69 0,746 0,74 0 0 0 0 0
A- Absorbanca
jetrni
Vrstap. m. Al A2 A3 A4 A5 AOPI AOP2 AOP3 AOP4 AOPS
Crnip. ne 0.479 0,483 0473 0.474 048 51,12 493 484 488 4963
Belip. ne 0.444 0,456 0452 0,448 0,44 54,69 522 50,7 51,6 53,53
Zeleni p. ne 0,665 0,672 0,679 0,667 0,67 32,14 29.5 26 28 29,61
Standard ne 0,533 0,531 0,544 0,538 0,54 45,61 443 40,7 419 43,62
DPPH ne 0,98 0,953 0,917 0,926 0,95 0 0 0 0 0
A- Absorbanca

Graf 1 in graf 2 prikazujeta meritve absorbanc v
odvisnosti od valovnih dolZin brez jetrnega ma-
cerata (graf 1) in meritev ob aplikaciji na raz-
topino jetrnega macerata (graf 2).

Statisticni model (graf 3) ocenjuje, da se je an-
tioksidativni  potencial statisticho znacilno
razlicno spreminjal med razlicnimi vrstami
uporabljenih poprov glede na prisotnost oziroma
odsotnost jetrnega macerata. Prav tako je bila
statisti¢no znacilna interakcija med glavnima fak-
torjema. Razvidno je, da je bil % inhibicije na-
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jvecji pri belem popru ob odsotnosti jetrnega
macerata. Ob odsotnosti jetrnega macerata se %
inhibicije izvlecka belega popra ni razlikoval od
izvleCka c¢rnega, je pa imela raztopina stan-
dardnega piperina manjsi % inhibicije kot
izvleCek belega popra.
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Graf 1: Prikaz meritev absorbanc v odvisnosti od valovnih dolZin
brez jetrnega macerata.
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Graf 2: Prikaz meritev absorbanc v odvisnosti od valovnih dolZin
ob aplikaciji na raztopino jetrnega macerata.

IzvleCek zelenega popra je imel od vseh oblik ob
odsotnosti jetrnega macerata najmanjsi % inhi-
bicije. Ob prisotnosti jetrnega macerata je imel
izvleCek belega popra najvecji % inhibicije, sledil
mu je izvlecek ¢rnega popra. lzvleCek zelenega
popra in raztopina standardnega piperina sta
imela najmanjsi % inhibicije — med njima ni bilo
statisti¢ne razlike.
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Graf 3: Diagram povprecij s pripadajoCimi stan-
dardnimi napakami (n=5) za % inhibicije glede na
vrsto izvlecka popra in uporabo jetrnega mace-
rata.

Zakljucki

V raziskavi je bilo ugotovljeno, da imajo popri an-
tioksidativno sposobnost kar kaZejo tudi rezultati
drugih raziskav. NajvisSja izmerjena antiok-
sidativna sposobnost je bila zaznana pri izvlecku
belega popra, kateremu je sledil izvlecek ¢rnega
popra. Antioksidativna sposobnost raztopine
standardnega piperina in izvlecka zelenega po-
pra je bila obrnjena pri poskusu z jetrnim mace-
ratom in brez njega — v primeru prisotnosti
jetrnega macerata je imela boljSo antiok-
sidativno sposobnost raztopina standardnega
piperina, v poskusu brez jetrnega macerata pa
izvleCek zelenega popra. Zakljuciti je mogoce, da
imajo izvlecki razlicnih vrst plodov c¢rnega po-
provca dobre antioksidativne sposobnosti.

Jetra so organ, ki clovesko telo razstruplja preko
Stevilnih radikalskih reakcij. Pozitivno ujemanje
rezultatov meritev absorbance ob dodatku
jetrnega macerata in brez njega potrjuje antiok-
sidativen ucinek piperina in ostalih piperidinskih
alkaloidov na Zivalske celice pri radikalskih re-
akcijah. Dokazano je, da celicam ob vnosu
razlicnih vrst popra v telo pomagamo pri hitrejsi
nevtralizaciji tovrstnih reakcij in pretvorbi stru-
penih in skodljivih snovi. lzpostaviti velja vidik
zelene kemije in kemije naravnih spojin, saj za
inhibicijo DPPHe radikalov niso bile uporabljene
sinteticne in strupene snovi, temvec naravni
izvlecki razlicnih vrst plodov ¢rnega poprovca.
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